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自己移植片対宿主病 鹿r a虹v ers u s-ho stdise a s e, G V H D) は , 同種骨髄移植後の 急性 G V H Dに 類似 した 皮膚病変を主徴と
す る自己免疫症候群であ る. 自家骨髄移植後に シク ロ ス ポリ ン A(cyclo spo rin eA,CyA) を 十 定期間投与する こ と によ っ て 誘導
で き る こ と が 知 ら れ て い る. し か し , 近 年骨髄移植 に か わ っ て 自 己造 血幹細胞移植 の 主流 と な っ た 末梢 血 幹細胞移植
b･e riphe ral blo od ste m c elltra n spla ntatio n,P BS CT)後の 自己G V ⅢD につ い て は , 誘導効率 や発症確序に関する詳紺な検討 は行
わ れ て い ない ･ 本研究 で は, こ れ らを 明ら か に する た め , P B S C T後 にCyA と イン タ ー フ ェ ロ ン ーγ を投与 し た17例 の 悪性 リ
ン パ 腫患者 に つ い て , 自己 G V H Dの 発症 に影響 を与え る因子 と , 自己 G V H Dの 担当細胞 であ る自己傷害性 丁細胞 の 特牲 を検
討 した . 全身Ⅹ線照射 (total bodyirradiatio n, T BI) を含まない 移植前処置後に , 末梢血 幹珊胞を含む白血球分画を移植 した 初
期の 6症例 で は , 末梢単核細胞 be riphe ral blo od m on o n u cle a r cells, P B M C)中に自己 の リ ン パ 球 に 対する細胞傷害活性 が全例
で検出され た が , 自己 G V H D は発症 しなか っ た . こ れ に対 し て, 末梢血 白血球分画 か ら純化 し た C D 34陽性細胞を移植片と
して 用 い た4例中2例 と, 前処 置に T BI を加えた9例中6例 で自己 G V H D が誘導 さ れ た . こ れ ら の 症例 の 濠出性紅斑 は, 移植
後19日目 か ら2 7日 目に か けて 出現 し, 3 日か ら 9 日 で自然消退 し た. 仝例 で皮膚生検を施行 し GVH Dの 診 断を確認 し た . こ
れ らの 患者 の 移植後 の PBM Cに は , 移植後11 日目か ら38 日 目 に かけ て, 自 己リ ン パ 球 に対す る細胞傷害活性が認め ら れ た .
自己反応性 丁細胞 に よ るリ ン パ 球傷害活性 は , 主要組織適合遺伝子複合体(m ajo rhisto co mpatibility co mple x, M H C) で ある ヒ
ト白血球抗原(hu m anle uko cyte a ntigen , HI｣A) の うち HI A D R に対す る抗体ま た は M H C ク ラス Ⅲ 関連 イ ン バ リ ア ン ト鎖 ペ プ
チ ド (cla s sⅡ as s o ciated in v aria nt chain peptide, C LIP) に対する抗体の 添加 に より阻止 され た . 次 に , 自己 G V H Dの 発症 に抗
原特異的 なT細胞 が関与 して い る か 否か を明 ら か に す る た め , 末梢血 丁細胞中 の T細胞 レ セ プ タ ー の lヲ鎖可変領域 (′ヲ Chain
V ariable regio n, B V) で 規定さ れ る27種類の サ ブ フ ァ ミリ ー に つ い て, 相補性決定部3(c o mplim e ntarity dete r mining regio n3,
C DR 3)長の 分布解析を用い て検討 した . P BS C T前 に多ク ロ ー ン 性 を示す正常C D R3長 パ タ ー ンを呈 し て い た い く つ か の B V サ
ブ フ ァ ミ l) - は , 自己 G V H Dの 発症時 に は, T細胞 の ク ロ ー ン 性や オ 1) ゴ ク ロ ー ン 性 の 増 殖を示す C D R 3艮 パ タ ー ン に変 わ っ
て い た
. なか で も, B V 16陽性細胞の ク ロ ー ン 性増 殖は , 検討 し た3例 に 共通 して 認め ら れ た . 以 ヒの 結果 か ら , P B S C T後 に
効率 よく自己G V H Dを誘導す る た め に は, C D 34陽性細胞 を移植片 と して用 い る こ と に よ っ て 調節細胞 を取り除く, ま た は前
処置に T BIを加える こ と に よ っ て 自己調節性 の 機構 を破壊す る, な どの 処置が 有効 と考え ら れ た . また , P B S C T後 CyA を投
与さ れ た 患者 で は 自己G V H Dの 発症の 有無 に関 わ ら ず, 末梢 血 に自己の リ ン パ 球 を傷害する自己反応性 丁細川包が誘導 され ,
こ の 自 己リ ン パ 球傷害活性 は標的細胞 上 の H I.A- D R-C LIP複合体 を介 して 発現す る こ と, また 何 らか の 自 己抗原を認識す る 一
部 の T細胞が ク ロ ー ン性 に増殖 し, 自己 G Ⅵi Dの 発症 に 関与する 可 能性が示唆 され た .
Eey w o rds autologo us graft-Ve r S u S-ho stdis e as e, CyClosporin eA, M H Ccla ssIIass o ciated in varia nt
Chain peptide, pe ripheral blo odste m c elltran spla ntation, C O mple m entaritydete r mining
r egio n3siz edistributio nanalysis
自 己造血幹細胞移植を併用 し た高用量の Ⅹ線 ･ 化学療法 は,
悪性 リ ン パ 腫 に対する根治的治療と して 盛ん に行 わ れ , 多く の
臨床研究 で そ の 有用性が示 され て い る1卜3). しか し, 化学療法
に対す る反応が遅 い 例 や , 悪性 度の 高い リ ン パ 腫例 で は , こ の
ような造血幹細胞移植療法 を寛解期 に行 っ て も, 必 ず しも予後
が改善 さ れ な い こ と が 最近報告 さ れ て い る4)5). こ の た め , こ
れ ら の 難治性 の 悪性 リ ン パ 腫に 対 して は, 化学療法 の 量を増や
すだけで は なく, 免疫療法 や遺伝子治療 な ど の 新 しい 試 みが必
要と考えら れ て い る. 免疫 療法 は , 放射線療法 と同様 に化学療
法 に交差耐性を示 さ な い こ と か ら , 頻回 の 抗癌剤治療を受けた
平成10年11月12日受付, 平成10年12月25日受理
A bbr e viatio ns : BMT, bo n e m arr o wtr a n splantatio n;B V, βchain v ariable r egio n; CDR3, C O mPlim e ntarity
deter mining r egio n3;C LIP, Clas sIIa ss o ciated in v aria nt chain peptide; CyA, CyClo spo rin eA; D E P C, diethyl
pyro c arbo n ate;F C S,fetalcalfs eru m;G-C SF, gra n ulo cyte colo ny-Stim ulatingfactor;G V H D, gra虹ve rs u s-hostdisease;
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患者に対 して も効果 を発揮する可 能性 がある6).
自 己 の 造 血 幹 細胞 移植 後 に 一 定 期 間 シ ク ロ ス ポ リ ン
(cyclo sporin eA, CyA) を投与する と , 同種 の 造血 幹細胞移植後
の 移植片対宿主病 kr aft-V e rSu S-ho stdis e a se, G V H D) に類似 し
た皮膚病変 が誘導 さ れ る . こ の 病変 は自己 G V H D と呼 ば れ て
い る
7卜 1 0)
. 同種幹細胞移植後の 白血 病患者 で は , G V H Dの 重
症度 に比例 して 白血 病の 再発率が低下す る 11)12). ま た , 悪性 リ
ン パ 腫恩者 で は, 同種幹細胞移植 を受けた例の 方が , 自己幹細
胞移植 を受けた例より再発率が低い 13)14). こ れ は, G V H D に伴
っ て発現す る免疫学的な抗 リ ン パ 腫効果が , 自己幹細胞移植で
は 欠如 して い る た め と 考え ら れ て い る . 一 方 , 同種幹細胞移
植で は , 重 症の G V H D や感染症 な ど の 合併症 に よ る死亡率が
高い た め , 再発 率が 低 下 し て も必ず しも 生存率 は改善 さ れ な
い 11】12)
. 移植 後の 合併症 に よ る死 亡率が低 い 自己幹細胞移植 に
お い て, 同種移植の 免疫学的な抗 リ ン パ 腫効果を発現 させ る こ
と が で きれ ば理想的と考え ら れ る.
自己G V H D は, 自家骨髄移植O) O n e m arr O Wtr an Splantatio n,
B M T) 後に"椚一 定期 間CyAを投与する こ と に よ っ て , 約80 %の
患者に 誘導 できる と さ れ て い る
1 5卜 17)
. 急性白血 病や 悪性 リ ン
パ 腫 に お い て は , 自 己G V H Dの 誘導 が 再発の 予防に有効で あ
る こ と が 示 さ れ て い る 1 8)
､ 2(ハ
. 末梢 血 幹細胞移植(pe riphe r al
blo od ste m c elltra n spla ntatio n, P B S C T) は B M T に比較 し て ,
移植後 の 造 血 回復 が速 や か で あり , ま た 幹細胞の 採取 に全身
麻酔を必要 と し な い こ と か ら, 黄近で は 自己の 造血 幹細胞移
Tab le l. Patient characteristics
柏療 法 の 主流 と な っ て い る 21)2 ). し か し , P B S C T後 の 自己
G V H Dの 誘導 に つ い て は , 誘導 効率や 機序 に関す る十分 な検
討 は行わ れ て い な い . そ こ で , わ れ わ れ は 予後不良の 悪性 リ
ン パ 腫患者 に対 して , P B S C T後 に CyA と イン タ ー フ ェ ロ ン
(inte rfe ro n,IF N)- γ を投与する こ と に より自己G V H Dの 誘導を
試 み , そ の 発 症を左右す る 因子を解析 し た . ま た , 自 己
G V H Dの 発症機序 を明ら か にす る た め , 移植後の 末梢血 単核
細胞 に つ い て , 自 己の リ ン パ 球 に対す る傷害活性を経時的に
測定 し , 自己傷害性リ ン パ 球 の 特徴を検討 し た . さ ら に , 自
己 G V H Dの 発 症 に抗原特異的丁細胞が関与 して い るか 否か を
明 らか に する た め , 自 己G V E D発症時 の 末梢血丁稚胞 レ バ ト
ア を解析 した .
対 象お よび方法
Ⅰ . 対 象
1996年2月か ら1998年9月まで に 金沢大学医学部附属病院第
三内科 と石川県立中央病院血液免疫内科で P B S C T を受けた予
後不良 の 非鷲角年期悪性 リ ン パ 腫患者9例 と , 悪性度 の 高 い 寛解
期悪性リ ン パ 腫患者8例 の 計17例 を対象と し た. こ れ ら の 患 者
の 特徴 を表1 に示す.
Ⅰ . 移植前処置
症例1 か ら症例6 およ び 症例8, 9の 計8症例 に対 し て は , ラ
ニ ム ス ナ ン (東京田辺, 東京)200mg/m
2を 移植前8日目 と移植
前3日 目 , カ ル ボ プ ラ チ ン (ブ リ ス トル マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ ,
慧慧 Age/Se x H istolog y Clinic al D is eas eNu mber ofprl O r Conditio nlngreglm en Duratio n ofCyAStage State reglm e nS prlOr tOP B S C T ad ministr ation(days)
1 44/M Diffu selarge
2 4 4/M Diffu s ela rge
3 4 7/M Angioirn m un Oblastic
4 3 6/M Diffu selarge + He m ophagocytosis
5 5 2/F Diffu selarge
6 4 8/F An aplasticlarge
7 3 7/M Angioim mu n obla stic
8 4 7/F Fo11ic ular m ediu m
9 4 8/M Follic ular m ediu m
lO 4 6/ M Follic ular mixed
l 1 5 6/ M Diffu sela rge 十He m ophagocyt osis
1 2 3 5/M Follic ular mix ed
1 3 4 4/M Follic ula rmix ed
1 4 4 1/F Diffuselarge
1 5 5 1/M Diffus emix ed
16 4 8/F Diffuselal
･
ge




















































P B(M C N U-CB C D-V P- C Y)
P B(M C NU-CBCD -V P- C Y)
P B(M C N U-C B C D-V P-C Y)
P B(M C N U-C BCD -V P- C Y)
P B(M C N U-C B C D-V P- C Y)
P B(M CN U-C BCD -V P-C Y)
P B(T BI十 CY)
C D 34(M CN U-C BCD - V P-C Y)
C D34(M CNU -C B C D-V Pp C Y)
C D 34(T Bl+ C Y+ AraC)
CD 34(T Bl+ C Y)
P B(T BI+ C Y+ E T P)
PB(T BI+ C Y+ AraC)
P B(T Bl十 C Y十 ArこIC)
P B(T Bl+ C Y+ AraC)
P B(T BI+ C Y+ E T P)






















































M , m ale;F, fe male;CR, CO mplete re missio n; P R, partial remissio n;P D, Pr Ogre Sive;P D, Pr OgreS Sive dise ase; P B, peripheral bIo od ste m cell
transplantatio n; CD34, C D 3 4positive s el ction; M CNU , ranim ustine; C B D C A, C arboplatin; V P, et OPOSide; CY, CyClophosphami de; AraC,
Cytarab in e; TB I,tOtal bodyirr ad iatio n;CyA , CyClosporin eA .
HI A
,
hu m anle uko cyte antigen;IF N,interftro n;IL,interle ukin;M H C, m ajorhisto c ompatibility c o mplex;M M L V R T
R Nas ef｢
,
m Olo n ey m u rin eleuke miaviru S-derivedr ev ersetra n s criptas e withoutR Nas eH activitY;P B M C, peripheral
blo od m on o n u cle ar cells;P B S C T, Pe riphe ralblood stem celltra n spla ntatio n;P H A, Phytohe m agglutinin;S E B,




を 移植前7 日日 か ら4 日目 ま で4 日間, エ トポ
シ ド(日本化薬, 束京)500m g/m
2
を移植前6 日目か ら4 日目ま
で の 3 日 間 , お よ び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド (塩野義 , 大 阪)
50mg/kgを 移植前3日 目と 移植前2日巨=こ, 経静脈的 に投与 し
た . 症例7 と症例 10 か ら症例17の 計9症例 に対 し て は, 移植 前
7 日目か ら4 日目 ま で に 分割全身Ⅹ線照射(total bodyir radiatio n,
T BI)3 Gyを 4回 (計12 Gy) 施行後, シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド
50m g/kgを移植前3 日 冒 と移植前2 日目に経静脈的に投与 した .
また , 症例10, 1 3, 14, 15 お よ び1 7 に対 して は , シ タ ラ ビ ン
(日 本化薬 , 東 京)4g/m
2を移植前4 日 目 と移植前3 日目 に追加
し, 症例12と 症例1 6 につ い て は エ トポ シ ド 1 5m g/kgを 移植前
4日 目と 移植前3日 目 に 追加 した .
Ⅷ . 幹細胞採取
化学療法後 の 造 血 の 回復期 に , 顆粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因子
(gra n ulo cyte c olo ny- Stim ulatingfa cto r, G-C S F) を投与す る こ と
に よ っ て 末梢血中に造血幹細胞を動員 し, 連続血液成分分離装
置 C O B E Spe ctra(C O B E B C T In c｡ h ke w o od, U S A)を用 い て 幹
細胞を含 む末梢 血白血球分画を採取 し た. 化学療法 と して エ ト
ポ シ ド 500m g/m
2を3 日間経静脈的に投与 した の ち, フ ィ ル グ
ラ ス チ ム (キ リ ン ビ ー ル , 東京)50〃g/m
2/日ま た は レ ノ グラ ス
チ ム (中外製薬, 東京)2〃g/kg/日 を皮下 投与 し, 白血 球数が
1.0× 109/1 に達 し た 日 か ら2日 間連続採取を行 っ た . 採取目標
を, C D 34陽性細胞放で 1.0× 106/kg以 上 と した .
Ⅳ . C D 3 4陽性細胞 の分離
液胞性リ ン パ 腫患者(症例8 か ら症例10)と, 血球会食症候群
を合併 した び ま ん性 リ ン パ 腫患者(症例11) で は , 採取 し た 白
血球分画に腫瘍細胞の 混入 が 予想 され た ため , 造血幹細胞 の マ
ー カ ー で ある C D 3 4抗原 の 陽性細胞 を, 末梢血 白血 球分画 か ら
単離 し移植 に用 い た .
連 続血 液成分分離装置 を用い て 採取 し た 白 血 球分画 に抗
C D 34単ク ロ ー ン 性抗体(マ ウ スIgG l) (Nexell T herapeutic sInc.
Ⅰrvin e, U S A) を加えて30分間培養後 , 二次抗体 と し て ヤ ギ抗 マ
ウ スIgG lを付着 させ た磁気 ビ ー ズ Dyn al be ads (Dyn al A S,
Oslo, No r w ay) を漆加 した . ビ ー ズが 結 合 した C D 34陽性細胞
を, 磁気細胞分離装置 IS O L E X 50T M(Baxte rIm m u n other apy,
Irvin e, US A)を用い て分離 した . そ の 後, 抗C D 34抗体 と結合
性 の 高い ペ プ チ ドで あ るP R34十 (Nex ell T her ape utic sIn c.) を加
え る こ と に よ っ て , 抗C D 34抗体を C D 34陽性細胞か ら解離さ
せ た. 純化 C D34陽性細胞移植 の 施行 に つ い て は , す べ て の 患
者か ら同意を得 た の ち, 金沢大学医学部 お よ び石 川 県立 中央病
院の 倫理委貞会で審査 を受け承認 さ れ た .
Ⅴ . 自己 G V H D の誘導方法
P B S C T後 に自己 G V H Dを誘導す るた め , CyA 2.5m g/kg/日
を, 初期 の 症例1 か ら症例6まで は 移植後1日目 か ら28日臼ま
で , 症例7 か ら症例17 で は移植後1 日日 か ら21 日目まで経静脈
投与 した . 同時にIF N- γ (塩野義)50万国内標準単位 を移植後7
日 目か ら28 日目ま で週 一 回皮下 投与 し た . こ の 治 療 プ ロ ト コ
ー ル の 実施 は, す べ て の 患 者か ら同意 を得 た の ち, 金沢大学医
学部お よ び 石川県立 中央病院の 倫理 委員会で 審査を受け承認さ
れ た .
Ⅵ . 単核細胞の分離
P B S C T施行前 お よ び施行後 , 定期的 に患者か ら ヘ パ 1) ン 加
末梢血を採取 し た . こ の 末梢血をリ ン フ ォ プ レ ッ プ (Nyc o m ed
Pa r m aAS, Oslo, Nor
･
W ay) に重層後3000rpm で 8分間遠心 し, 中
間層を回収す る こ と に よ り末梢血単核細胞 (pe riphe r al blo od
m o n o n u cle ar c ells, P B M C)を分離 した . P B S C T前 に採取 した
P B M C は, 以下 に述 べ る細胞傷害性試験の 標的(target) 細胞と
して 用い る た め に , ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド(dim ethyls ulfo xide)
(和光, 大阪) と 10 %非働化 ウ シ胎児血 清 (fetal c alfs e r u m,
F C S) (Flo w LAbo rato rie s, M cLea n, U S A) を含む培養液 に浮遊さ
せ , 複数の チ ュ ー ブ に分注後凍結保存し た .
肌 細胞傷害活性の測定
P B S C T後白 血球数が 1 000//Ll 以 上 に回復 し た 時点か ら3日
､ 7 日 おき に P B M Cを採取 し , こ れ を作動 (effe cto l･) 細胞と
し た . 解 凍 し た 移植前 の P B M Cを , フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン
(phytohe m ag glutinin, PH A) (Difc olabo r ato rie s, Detr･Oit, U S A)
Table2･ He m atologlC a nd blo odche mistry par arn etersfollo w lng Peripheral blo od ste rn c elltra n splantation
Patie nt Daytogr an ulocytes Dayt oplatelets Daytolastplatelet Daytoretic ulocytes M axim u nbilirubin M axim un creatinin e








































































































































































































末梢血幹細胞移植後の 自己GVH Dの 誘導
1 %容量/ 容量と と も に4 日 間培養 し て得 ら れ たP B A芽球 を ,
標的細胞と し て用 い た .
移植 後 に 採取 し た P B M C を1 0 % F C S添加 R P M ト1 64O 液
(Gibc oLabo r ato rie s, Gra nd Isla nd, U S A) 中で 1ル･ ､-8 × 10
6個
/ml に調整 し, そ の 1 0 0/∠1を9 6穴丸底 型 マ イ ク ロ プ レ
ー ト
(Co rning Gla ssW o rks, Co rning, US A) の 各ウ ェ ル に分注 した .
5×1 0
6個/ml に調整 した P H A芽球 の 浮遊液1ml に,
51
cr (4 0
to1200 Ci/g chr o miu m, Du Po ntN E N Produ cts, Bosto n, USA)
1 00/∠l を加 え, 3 7℃, 5 % C O2下 で 1時間静置 した 後, 0･15 M
l) ン酸硬衛生 理 食塩水(pho sphate-buffe red s alin e)で3回洗浄 し
た. 10 % F C S添加 R P M I-164 0液中で 1 × 105個/ml膿度 に再調
整し た もの を標的細胞浮遊液と し, 作動細胞液を含む各ウ ェ ル
に1 00〃1ず つ 加 え た . 3 7℃ , 5 % C O2下 で 4時間培養 した 後,
各ウ ェ ル か ら上 晴を100mlず つ 採取 し, 上 浦中の
51
cr放出量を
オ ー トウ エ ル ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー A R C 501(ア ロ カ , 東京)を用
い て 測定 した . 下 記 の 計算式 に基づ い て 51cr放 出量を算出 し,





最大放出量 は標的細胞 に 2.5 % トリ トン Ⅹ-100仏m r e sc oIn c.,
Solo m, U S A)100/Llを加え た と きの
51
cr放 出量 を , 自然放
は10 % F CS添加 RP M I-1 64 0液を加えて 4時間培養 し た彼 の
51
cr
放出量 を, そ れ ぞ れ 示 して い る .
Ⅶ . 単 ク ロ ー ン 性抗体添加に よる 51cr放 出の 阻止試験
自己 の リ ン パ 球 に 対する細胞傷害活性 の 発現 に ヒ ト白血 球抗
原Ol u m anle ukocyte antige n, H LA) 分子が関与 し て い る か 否か
を明らか にす る た め , 単ク ロ ー ン性抗 体 を用 い た細胞傷害清件
の 阻止試験 を行 っ た . 単ク ロ ー ン性抗 体 に は, ヒ ト 主要組織適
合遺伝子複合体 (m ajo rhisto c o mpatibility c o mple x, M H C) の
H L A-ク ラ ス I に対す る抗体(Dako Col･p, Carpinte ria, U S A),
抗HI A D R抗体(Be cto nDikin s o n), コ ロ ン ビア 人学の Ha rris 博
士よ り 供与を′受け た抗 M H Cク ラ スⅠ‖~乱連 イ ン バ リ ア ン ト鎖 ペ
プチ ド(cla s sIIa ss o ciated in v a ria ntchainpeptide, C LIP)拭休 を
用い た . 標的細胞 の P HA 芽球 に , 缶ヰ▲ ク ロ ー ン 性抗 体 を最終
濃度が1
′
′∠g/ml となる よ う に添加し , 作動 細胞と して症例3(移
植後2 5卜= 1), 症例5( 移植後221 =け, 症例9(移柚後2鋸 =り
または症例12(移植後28F=l) の P B M C を加え た . 細胞悔:.i手活
性値は , 4例の 測定値の ､lろ均 値± 標準偏差(豆 ± SI))で ′Jこし た .
Ⅸ . T細胞 レ セ プタ ー 解析を用 い た T細胞 レ バ トア の解析
1. 原 .曙
個 々 の T細胞の 特異性は , T細胞 レ セ プ タ ー Cr c ellr e cepto r,
T CR) lヲ鎖 の 相補性決定郡3(c o mplim e nta rity dete r mining
r egion 3, C D R3), す な わ ち D領域 と そ の 前後の N領域 お よ び
J 領域の ア ミ ノ 酸 配列 より決定 さ れ る2=】). こ の C D R 3の 多型件
によ っ て , T細胞 は種 々 の 抗原を認識 し て い る 2`l】. リ ン パ 球集
団か ら抽出 し た m R N A を鋳型と して cD N A を作成 し, /?鎖 町変
領域(βchain v ariable regio n, B V) の各サ ブ フ ァ ミ リ ー 27種類
に特異的な プ ラ イ マ ー と , C領域 に相当す る プ ラ イ マ ー を用 い
てPC Rを行う と, C D R3領域 を含む各T C RB V サ ブフ ァ ミ.) -
の cDN A断片 が得 られ る. ある T細胞集団内で , 一 部の T細胞
が ク ロ ー ン性 に 増殖 して い る こと を証明す る た め に は, 増幅 さ
れた cD NA断片をサ ブ ク ロ ー ニ ン グ し, 鮒乍為 に抽出 し た複数
557
の cD N A クロ ー ン 内に , 同 一 の C D R 3配列を示す ク ロ ー ン が多
数を占め る こ と を 示すと い う必要がある . 近年Pa n n etierら2
5)は ,
P C R で増幅 した T C R,曾組の cD N Aを電気泳動 し た の ち, そ の 長
さ の 分布の パ タ ー ン を解析する こ と に より, ク ロ ー ン 性 に増殖
して い る少数の T細胞 を検出す る と い う, 簡便 な方法を開発 し
た . こ の C D R3長の 分布解析(CDR3siz edistributio n a n alysis)を
用い て , 自己 G ⅥiD 発症時の 末梢血丁細胞を分析 し た.
2. R N Aの 摘出
分離 した1 × 107個 の P B M Cに フ ェ ノ ー ル と チ オ シ ア ン 醸 グ
ア ニ ジ ン を含 む均【･一 な液体(ア イ ソ ジ ュ ン , ニ ッ ポ ン ジ ー ン ,
富山)1111 を加え細胞 を融解 した . 0.2mlの ク ロ ロ ホ ル ム を加え
て増枠後 , 4 ℃, 12000rpm で1 5分間遠心 し上 層部 を採取 した .
こ れ に イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 0.5mlを 加え 5分間室温 に静置 し,
R N A を析出させ た . 12000rpm で15分間遠心後, 沈殿 した R N A
を 回収 し70 %冷 エ タ ノ ー ル で 洗浄 し, 0.1% 二炭酸 ジ エ チ ル
(diethylpyl
･
O C arbo n ate, D E P C)(Sigm a C he mic al Co., St. Lo uis,
U S A) で処理 し た精製水 に溶解 させ た. 吸光度計を用い て R N A
の 回収量を測定 した .
3. cD N Aの 合成
1/Lgの R N A を11/1 gの D E P C処理 蒸留水 に溶解 し , 65℃ で
10分間変性 させ た後 , 20ng の オ 1) ゴ (d T)1 2-1 8(P har m a cia,
Up ps ala, Sw ede n) を加えて ア ニ J ) ン グ させ た . こ の チ ュ ー ブ
に , 200単位 の モ ロ ニ ー マ ウ ス 白血 病 ウイ ル ス 由来の 逆転写酵
素(m olon ey m u rin ele uke mia viru S･del
■iv ed re v er setran sc ripta se
Witho utR Nas eH activity, M M IJV R T R Na s elr) (Gibc o-B R L,
Eg ge n stein , Ger m a ny) と4種類 の デ オ キ シ 三 リ ン 醸 (d A T P,
d C T P, d G TP, dT T P) (Pro m ega, W isc o n sin, U SA)各20n m ol, お
よ び M M L V R T R Na s eH 尉の 緩 衝液を加え て2 0/Ll と し て,
4 5 ℃ で 1時間反応 させ る こ と に より cD N Aを合成し た.
4. P C R に よ るcD N Aの 増幅
C D R3領域を含 むT C R B Vの cD N A断片をC hoi ら2{i)の )j法 に
し たが い , P C Rで 増幅 した . 5
'
例 の プ ラ イ マ ー は27稽類 の B V
フ ァ ミ リ ー に特異的 な オリ ゴ マ ー 27)を川い , 3
,
例 の プ ラ イ マ ー
に は C′用!城 に 相 補的 な蛍 光標 識 オ リ ゴ マ
ー を 川 い た
(P hallll aeia). 各 プラ イ マ ー の 最終 漉度は 0.3/LM に朋整 L た.
27他 の チ ュ ー ブ に 加iミし た cD N A に2準付叩)Taq ポ リ メ ラ ー ゼ
(a mplitaq polym er as e,Perkin-Elm e r, Em elYVille, U S A)と , 4掃類
の デ オ キ シ ニT) ン 恨(〔1A TP,d C T P,d G T P, d T TP) 各200/Lnl Ol を
加え , サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (Cetu s/Pe rkin-Elm e r, No l･ W alk,
U S A) を= い て P C R を行 っ た . P C Rの 反応条作は , 95℃ で の 熱
変伸せ 1 うナ, 55 ℃ での ア ニ ー リ ン グ を1分, 72 ℃で の 仲良反 応
を1分と し , サ イ ク ル 放 を35サ イ ク ル と し た.
5. T糾胞 レ セ プ タ ー ノブ甜iの C D R3艮の 分布解析
T CR′ヲ鎖の cD N A各B V サブ 7 ア ミ.) - の P C R産物は恕性ゲ
ル を用い て 電気泳動する と , CD N A領域を構成す る ア ミ ノ 酸の
致の 差 に よ っ て 3塩基ず つ 良 さの 異な る6 か ら12の 集[､とlに分け
ら れ る. こ の 泳動パ タ 【 ンを シ ー ク エ ンサ ー を用 い て解析す る
と , あ るサ ブ フ ァ ミリ ー の 中 に 一 部の T細胞 の ク ロ ー ン 性増殖
が な け れ ば, C D R 3長の 分布は中心部分 を頂点とする ベ ル 型を
呈す る . 【･一 方, 少 数の T 細胞が ク ロ ー ン性 に増殖 し て い る 場
合 , ベ ル 型 の 分布が くずれ突出 し た ピ ー ク が 目 立 つ よう に な
る . 2〃1の 蛍光標識 し た P C R産物 に ホ ル ム ア ル デ ヒ ド溶 液
(80 % ホル ム ア ル デ ヒ ド, 20m M ED TA, 0.1 % ブロ ロ フ ェ ノ
ー
ル ブ ル ー
, pH8.0) を 最終濃度が 50 % と な る よう に加えた後,
558
96 ℃ で2分間熱愛性 した . 氷上 で急速 に冷却 し た検体を, 8 %
S D S鵬ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で8時間電気泳動 し, 各 バ ン ド
の 蛍光強度 の ヒ ス ト グ ラ ム を37 3 A BI D NA シ ー ク エ ン サ ー
(Perkin- Elm e r) と ジ ー ン ス キ ャ ン ソ フ ト ウ エ ア (Ap plied
Biosyste m s,Fo ste rCity, US A)を用 い て解析 した ,





た が っ て , 以 下 の よ う に有効性を評価した. 評価可 能な腫瘍 が
消失 し 1 ケ 月 以 上 持続 し た も の を , 完 全 寛 解 (c o mplete
r e mis sio n)と した . 二 方向測定可能 な病変の 縮小率が 50 % 以 下
と なり, こ れ が す べ て の 測定可 能病変で 1ケ 月以 上 持続 し た も
の を , 部分寛解 bartialre mis sio n)と した. 1ケ月 以内 に測定可
能病変 が 25 % 以 上の 増 大, ま た は 新柄変が出現 し た 場合 に,
進行 br ogre s siv edis e a se)と定義 し た . 1998年10月 の 時点で病
状を評価 し, Kaplan-Meier法
2 9)に よ っ て 生存率 を解析 した .
成 績
Ⅰ. 血 液学的回復 と臓器障害
17例の 血 液学的回復 と臓器障害の 程度を表2 に示す . 好中球
は移植後9日 か ら1 2日 目 に 500ル1を超え, 15 日目まで に 血 小
板輸血は不要と な っ た . 肝 腎機能障害 や重篤な感染症 の 合併 は
認め なか っ た .
Ⅰ . C D 3 4陽性細胞 の分離
C D34陽性細胞 の 回収率, 純度お よ び 各患者の 体重当 たりの
C D 34陽性細胞数を表3 に示す . C D 34陽性細胞の 回収率 は平均
61.7 %, 純度 は 平均96.0 % であ っ た . 搾取 さ れ た C D 34陽性細
胞数 は, 体重当 たり1.5 ×106/kgか ら2.5×10
6
/kgで あ っ た .
Ⅱ . 自 己G V ⅡD の誘導
表4 に自己G V H D誘導 の 結果を示す. 化学療法の み に よ る 移
植前処置後 に通常 の 末梢 血白血球分画 を移植 し た症例 1 か ら症
例6 で は, 臨床 的 に明 ら か な 自己 G V H D は観察 さ れ な か っ た .
Table 4
.
Tre at m entoutco m es
Patie nt
n u mber
Dev elopm e nt ofGVH D
前処置に TBIを加え た9例中6例 (症例7, 11, 13, 14, 15, 16)
と , C D 34陽性細胞を移植片 と して 用 い た 4例中2例 (症例9,
1 1) で 自己 G V H D が誘導 さ れ た . 自 己G V H D は, 移植 後1 9 日
目か ら27日 目 に 四 肢仲側ま た は 体幹 の 溶出性紅斑 の 形で 出現
し, 3 日間か ら9日 間で 自然消遺 し た (図1). 皮疹 が 出現 し た例
に 対 し て は , 全例 皮膚 生検 を施行 し, 組織学的 に G V H Dの 診
断を確認 し た (図2). ま た 免疫組織染色 で は , 皮膚 組織中の リ
ン パ 球 は , 検討 した2例と も にC D 4
+
細 胞が 優位であ っ た .
Ⅳ . 末梢血 幹細胞移植後 の自己 リ ン パ 球傷害活性
P B S C T後 に採取 し たP B M Cの , 自己P H A芽球 に対す る細胞
傷害活性 を 脚寺的 に検討 した. 化学療法の み によ る移植前処置
後 に通常の P BS C T を施行 した 初期 の 6症例 にお ける, 自 己リ ン
パ 球傷害活性 の 推移を囲3 に示す. 作動細胞 の P B M C と標的細
胞 の P H A芽球 を8 0: 1 で反応 さ せ た と こ ろ, 全例で 自己リ ン
パ 球傷害活性 が観察 さ れ た . こ の 自 己 リ ン パ 球傷害活性 は,
P BS C T後1 1 1ヨ目か ら35 日目まで に採取 し たP BM C に は認めら
れ た が , 36 日 以 降の P B M C で はみ ら れな か っ た . ま た , 自
己 1) ン パ 球傷害活性 の 程度 は , 添加す る P B M Cの 量 に比例 し
て 増強 した (図4)
3 0)
.
こ の よ う な移植後 P B M Cの 自己リ ン パ 球
傷害活性は , PB MC後Cさ兢 を投与せ ず 経過をみ た 悪性リ ン パ 腫
の 一 例で は 全く認め ら れ な か っ た (図3)
3 0)
.










































































































































Aliv e, N E D.31 m
A liv e, N E D. 25m
A liv e, N ED . 2 7m
D ied of dise as e,27 d.
A liv e, N E D. 1 2m
A live, With dise ase. 1 0m
A live, N E D.1 4m
A liv e
,
With dise ase. 19m
A live,N E D. 1 4m
A liv e, With dis e ase. 8 m
A live
,
N E D. 1 0m
A liv e,N E D. 9 m
A liv e,N E D. 5 m
A live, withdis e ase. 4 m
A live,N ED . 3 m
Aliv e,NE D. 2 m
A liv e,NE D. l m
GV HD, gr af トV erS uS-hostdis e ase; P BS CT, Peripheral blo od st e m c elltra nsplantatio n; C R, CO mPlete
remission;P R, partialre mis sio n;P D,Pr ogressiv edis e ase; N R, n O reSPO n Se; NE D, n O eViden c e ofdis e as e.
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末梢血幹細胞移植後の 自己 G V H Dの 誘導
こ れ ら の 6症例で は , 移植後21日 臼まで に自己リ ン パ 球傷害
活性が検出 さ れ た にも か か わ ら ず自己G V ⅢD が発症 しな か っ
た こ と か ら , 移植律22 日目以 降 の CyAの 投 与は , 自 己G V H D
を引き起 こ す自己傷害性リ ン パ 球の 働きを抑制す る可 能性が 考
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Fig.3. C ha nge s in cytoto xicity of pe riphe r al blo od
m o n o n u cle a r c ellsfor autologo u sphytohe m agglutinin (P H A)-
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Fig･5･ C ha nge s in cytotoxicity of pe riphe r al blo od
m o n o n u cle ar cellsfo r autologous phytohe m ag glutinin (P H A)-
Stim ulated lym phobla sts after pe riphe r al blo od ste m c ell
tr a n spla ntatio n(P B S C T). T he cytotoxicityfo r a utologo u s
P 弘stim ulated lym phoblasts obtain edatdiffe re nt tim epoints
after P BS C Tw a sdeter min ed u sing the sta ndard
51
cr rele a s e
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Fig･ 7･ Co mplim e nta rity dete r mining r egio n(C D R3) siz edistributio n a n alysis ofperiphe ral blo od Tc ells ofpatie nt9. T he cD N A
a mpliAed u sing prim e rs spe ci五cto 27 di 鮎re ntB Vs ubfa milie s c o upled with aflu o re sc e nt Cβprim e r w a s a n alyz ed fortheir siz e with an
a uto m ated D N Asequ e n c er a ndthe Gen e s c a n s oftw ar e. Flu o re s c e n cinte n sity (y-a Xis)is plotted again stC D R 3siz e(Ⅹ- aXis). A,
pe riphe ral blo od m o n o n u cle ar C e11sbefo retr an Spla ntatio n;B, pe riphe r al blo od m o n o n u cle ar C ells obtain ed atday32when the patients
developedautologo u sgr afLv er su s-ho stdise a se. B V, βch ain v ariable r egio n.
末梢血幹細胞移植後の 自己G V H Dの 誘導
えられ た . こ の た め , 症例7 か ら症例17 で は CyA の 投与期間を
21 日間 と した . ま た , 自己 G V H D が誘導 でき なか っ た 原因と
して, 前処 置が弱 か っ た た め に自己反応性リ ン パ 球を抑制する
患者の 調節機構が残存した 可 能性や , 移植片 と し て末梢血幹細
胞を用 い た た め , 移植片中に大量 に含ま れ る 単球や調節性丁細
胞 な ど が 自己 GVH D を抑制 し た 可 能性 , な ど が 考え られ た .
そ こ で , 症例 7 と, 症例10 から症例17まで の 9症例 に対 し て は
前処置 にT BIを加え, 症例 8 から症例11で は C D 34陽性細胞を
移植片 と して 用い た . 図5 は, 症例7 か ら症例14まで の 8症例
に つ い て , P B S C T後 の 自己 リ ン パ 球傷害活性の 推移を見たも
の で あ る . 全例で 最大時1 8～ 31 %の 自己 リ ン パ 球傷害活性を
認め た . こ の 自己傷害活性 は , 移植後11 日目 か ら3 8日 目 ま で
の 間に持続的 に認め られ た. 通常の 白血球分画を移植片 と し て
用い た 症例1 か ら症例6 で は, P B S C T後の 自己リ ン パ 球傷害活
性の 出現 は 一 過性 の こ と が多か っ た の に 対 し, こ れ ら8症例 で
561
は , 傷害 活性が比較的長期間続く傾向が み ら れ た .
Ⅴ . 単 クロ ー ン 性抗体添加 に よ る51cr放 出の阻止試験
図6 は, 症例3(移植後2 5日 目), 症例5(移植後22 日目), 症
例 9(移植後2 8日 目) と症例1 2(移植後28 日目) の 計4症例 の
P B M C につ い て , 自己P H A芽球 に対す る細胞傷害活性が , 単
ク ロ ー ン 性抗体の 添加 に よ っ て 抑制 される か 否か を検討 した も
の で あ る. 自己リ ン パ 球傷害活性 は , 抗 H L むD R抗体また は抗
C LI P抗体 の 揺加 に よ り ほ と ん ど完全 に抑制 さ れ た . しか し ,
抗 HI A-ク ラ ス Ⅰ抗体 の 添加 で は抑制は見 ら れ な か っ た . し
た が っ て
, 移植 後 の P B M C に よ る自己 リ ン パ 球 の 傷害 は ,
P H A芽球上 の HL A-DRま た は C LIPを介す るも の で あ る こ とが
示唆 され た .
Ⅵ . T細胞 レ セ プタ ー β鎖の CDR3長の 分布解析
図7 は, 症例9の P B S C T施行前彼 の P B M C につ い て , 各B V
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行前の各B V サ ブフ ァ ミ リ ー の C D R3長の 分布(図7 A) は , 過去
に行わ れ た 化学療法や輸血 の た め か , 半数以 上 の サ ブ フ ァ ミリ
ー に CD R3長 パ タ ー ン の 異常が 見 られ た. 一 方 , 自己 G V H D を
発症 した移植後32 日 の P B M C( 図7 B) で は , 移植前 に 分布の
偏りを示 した 多く の サ ブ フ ァ ミ リ ー が , T リン パ 球の 再構築を
反映 して , オ リ ゴ ク ロ ー ン性か ら多ク ロ ー ン 性 へ と変化 して い
た . しか し, P B S C T前 に 正常 パ タ ー ン を示 し た BV15 や B V 1 6
で は , 逆に単 ク ロ ー ン性 増殖を示す ピ ー クが 認め られ た .
図8 は, 患者9(朗, 11(B) お よ び 15(C) に つ い て , P BS C T
前と , P BS C T後に 自己 GVTi D が発症 した際の P B M C にお ける ,
B V1 5 と B V 16の C D R3長分布を比較 した もの で あ る. い ずれ の
例 に お い て も両サ ブ フ ァ ミリ ー に, C D R3長 パ タ ー ン の 著 しい
変 化が 認め ら れ た . 特 に B V1 6 で は, 単 ク ロ ー ン 性 の T細胞 の
増殖を示唆す る単 一 の ピ ー ク が み ら れ , こ の 傾 向は 検討 した 3
症例 の す べ て に 認め ら れ た . こ れ ら の 所 見 か ら , 自 己 G V H D
の 発 症時に は , 何 らか の 共通抗原 に対応 した T細胞の ク ロ ー ン
性増殖 が末梢血 にみ ら れ る こ と が示唆 され た .
Ⅶ . 移植成績(表4)
完全寛解 で自己 G V H Dの 誘導を試み た 9例 は, 1 カ月 か ら31
カ月完全寛解を維持 し て い る . 部分寛解 の 6例中4例 は移植後
完全寛解 と な っ た が , 1例 は4 ケ 月 日 に 骨髄再発 をき た し た .
進行期 に 移植 した 2例中1例 に村 して は, P B S C T は無効 で移植
後27日目 に死亡 した . 残りの 1例 は無反応であ っ た が, 残存 艦
瘍 に対 し て放射線療法を施行 し た後 に 部分寛解 となり1 9ケ 月
生存 して い る.
全17症例 の無病生存率曲線を図9 に示す. 観察期間 の 中央値
は1 1.8ケ 月 で , 予想無病生 存率は71 % であ っ た . こ れ は , 同
じよ う な予後不良症例 に行 わ れ た自己造血 幹細胞移植 の 成績
(41～ 46 %)
2)5)に比 べ て 優れ た成潰と考えら れ た .
考 察
自己の 造血幹細胞移植後 に自己 G V H Dを誘導す る た め に は,
CyAを投与す る こ と に よ っ て 自己反応性丁細胞を末梢 へ 誘導す
る と と も に , 自 己反応性 丁細胞 の 働きを抑制す る調節性細胞
を排除す る必要 があ る 3 1)32). 胸腺 内 で正 の 選択を受け た未分
化丁細胞 は , 胸腺 上 皮 が発現す る自己抗原と接触する こ と に よ
っ てイ ン タ ー ロ イキ ン (interle ukin,II)-2を産生 し, 増殖 し た結
果 ア ポ ト ー シ ス を起 こ して 死 滅す る 33)34). しか し, T細 胞の 成
熟過程 でCyA が投与 さ れ る とⅠし2産生 が 阻害さ れ , 自己反 応性
丁細胞 に ア ポ ト ー シ ス が 起 こ ら なくな る35)36). そ の 結果 , ク ロ
ー ン 性 の 除去 をま ぬ が れ た 自己反応性丁細胞が末梢血 に 流出す
る . こ の ような自己反応性丁細胞 の 流出が起 こ っ て も, 末梢 に
抑制性 の 調節機構が存在する た め に , 自己の 組織 に 対す る傷害
は起 こ ら ない が, 大 量の 化学療法や Ⅹ線照射 に より , 自己調節
機構が あら か じめ破壊 され て い れ ば, 自己反応性丁細胞 に よ る
組織傷害, すな わち自己G Ⅵ1 D が発症す る3 7)38). I F N- γ が 同時
に投与 され た場合 に は , 体細胞 の H L A- ク ラ ス Ⅱ の 発現 が 高
ま る ため , 自己 G V H D が増強 され る39)40)
自 己G V H D は自家B M T後に CyAを投与す る こ と に よ っ て ,
約80 %の 患者 に誘導で きる こ と が知 ら れて い る15)18). 本研 究で
は , P B S C T後 に CyA を投与 し た症例1 か ら症例6まで の 6例仝
例 で自己反応性 丁細胞 が誘導され た もの の , 明 ら か な自己
G VH D はみられなか っ た. 自己傷害性 リ ン パ 球 の 誘導にもか か
わ らず自己 GV H D が誘導され なか っ た 原 因の 一 つ に , 移植 前
処置療法が化学療法だけ の 比較的弱 い もの で あ っ た た め , 自己
反応性リ ン パ 球 を排除する患者 の 調節機構 が残存 した こ と があ
げ られ る. ま た, 造血 幹細胞 と と もに 移植 さ れ る 大量の 単球や
抑制性の T細胞 な どが 自己 G V H Dの 発 症を阻害 した 可 能性も考
え られ る31)41), 大量 の 化学療法後 に G C S F を併用する こ と によ
り採取 した 末梢 血単核球分画 に は, 造血 幹細胞 に加えて単球や
成熟 し たT紺胞 が含まれ て い る . こ れ ら は 同種幹細胞移植 に用
い られ た際 に , 同種抗原 に反応する T細胞 の 反応 を抑制する こ
とが 報告 され て い る 42)43). pati ら44)も, P B S C T後 にCyAを投与
し た場合 , B M T後と 比 べ て 自己 G V H Dの 誘 導準が低 い こ と を
報告 した .
こ れ ら の 問題点を考慮 し, 症例7 か ら症例 17ま で の 11例 の
うち, 患者 の 体内 に残 る調節機構を破壊す る た め , 9例 で前処
置 にT BIを加え, ま た移植片か ら単球や T細胞を除く た め4例
で 純化 C D 34陽性細胞を移植片 と し て用 い た . そ の 結果 , 前処
置 にT BIを加え た9例中6例 と , C D 34陽性細胞移植 を行 っ た4
例中2例 に典型的 な自己 G V H D が誘導 さ れ た . した が っ て ,
P B S C T後で あ っ て も, T BIを含め た前処置 の 施行 や , C D34陽
性細胞を移植片 と し て 用 い る こ と に よ っ て , 効 率 よ く自己
G V H Dが 誘導 され る可 能性 が示唆さ れ た .
ヒ ト の 自己 GV HD の 発 症機序 はまだ十分 に解明さ れ て い な
い が , H ⊥A- ク ラ ス Ⅲを発現す る細胞 が標的である に もか かわ
らず, 担当細胞 は主 と して C D 8陽性 丁細胞である こ と や29卜 31),
皮膚病変中に B V 15陽性 の T細胞 が集積 し て い る こ と45), な ど
が 示 さ れ て い る . 最近 で は , 自 己 G V HD の 標 的抗原 と して
C LIP が注目 さ れ て い る4
6)47)
. c LIP は, M H C ク ラス Ⅱ α P ダイ
マ ー か ら の 分離を免 れ ク ラ ス Ⅲ 分子の 溝 に残 っ た フ ラ グメ ン ト
で , M H C ク ラス Ⅱ 分子 と結合 し て い る 48)49). T細 胞 の う ち
B V 15を含む い く つ か の B V をも つ T細胞 は, ス ー パ ー 抗原 の 一
つ で ある ブ ド ウ球菌腸管毒素B(staphylo c o c c u s e nter otoxin B,
S E B) に結合する部位 を持 っ て い る50)51). H L A-D R に結合 してい
る C LIP は, こ の S E B結合部位 を介 し て ス ー パ ー 抗 原様 にT細
胞を刺激す る こ と に よ り, M HC ク ラ ス Ⅲ 陽性細胞 に対す る細
胞傷害性丁細胞を誘導す る と 考え ら れ て い る 4{i)47). 本研究 にお
い て も , P B S C T後 の P B M C に よ る自己 リ ン パ 球 傷害活性 は,
抗 C LIP抗体 と抗 H L むD R抗体 の 添加 に よ っ て 抑制 さ れ た. し
た が っ て, 自 己反応惟 丁細胞 の 標的抗原 の 一 つ と して M H C ク
ラ ス Ⅲ-C LIP複合体 が重要と考え られ た .
自己 GVH Dの 担 当相胞 がす べ て ス ー パ ー 抗 原で 活性化さ れ
た もの であ る な ら ば , 自 己G V E D発症時 の 末梢血 にT細胞の 抗
原 特異的な増殖 は み ら れ な い は ずで ある 52)5:i). しか し, 白己
G V H D発症時 の 末梢血を C D R3長分布解析法を周 い て検討 した
と こ ろ ,
一 部 の T細胞 フ ァ ミリ ー に ク ロ ー ン 性の 増殖が 検拍さ
れ た . し た が っ て 自 己G V H Dの 発症 に は , ス ー パ ー 抗 原と は
別 の 何 ら か の 自己抗原が関与 して い る と 考え られ る . 特 に, 自
己G V H Dを発症 した 3症例 の す べ て にお い て , B V 16
+
陽性丁細
胞 の ク ロ ー ン 性増殖 が み られ た こ と か ら , こ の T細胞 フ ァ ミリ
ー を刺激す る何 ら か の 共通抗原 が自己 G V ⅢDの 発症 を促 した
可能性 が考え られ る . 現在 こ の T細 胞 ク ロ ー ン の C D R 3塩基配
列 に つ い て 相 同性 の 有無を解析中である .
今回, 対象 と した 悪性リ ン パ 腫症例 は全例予後不良例であ っ
たが , 観察期間 は短 い もの の 71 %の 無病生 存率が予想さ れ た.
こ れ ら は 同様の 前処置 に よ っ て自 己造血幹細胞移植を受けた が
CyA は投与 され な か っ た群 の 無病生存率
2)5)と比較 し, 良好な成
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績と考え られ た. したが っ て , CyAに よ る 自己 m Dの 誘導は ,
難治性悪性 リ ン パ 腫の 移植後再発 を予防す る可能性がある と 思
わ れ た . 特 に , 純 化C D 3 4陽性細胞移植や , 移 植前処置 にT BI
を必要 とす る よ う な予後不良の 悪性 リ ン パ 腫患者 に対 して は ,
今後積極的に試み る べ き免疫療法 と考え られ た.
結 論
1. 17症例 の 悪性リ ン パ 腺患者 に対 して , 自己 G Ⅵi Dを誘導
する た め P B S C T後に CyA とIF N- γ を投与 した . 血 液学的回復
は速や か で, 肝腎機能障害な どの 臓器障害や , CyA投 与 によ る
易感染性 の 明 ら か な増強 は み ら れ な か っ た こ と か ら , 自 己
G V B Dの 誘導は安全 に施行 できる と考え ら れ た .
2. 検 討 した仝症例 で , 移植後の P B M C に自己リ ン パ 球傷害
活性が検出 さ れ た が , 実 際 に自己G V H D が発症 し た の は
一 部
の 例 の み で あ っ た .
3. P BS C T後 に 効率 よく自己 G V H Dを誘導する には , C D 34
陽性細胞を移植片 と して用 い る こ と に よ っ て自 己調節性丁細胞
を抑制す る, ま た は移植前処置に T BI を加える こ と に よ っ て 自
己調節性 の 機構を破壊するな どの 処置 が有効であ っ た .
4. P B S C T後に 自己G VH Dを誘導する ため の CyAの 投与期間
は , 21 日間 で十分で , 移植 後2 2 日目以降の CyA投与 は , 自己
反応性 リ ン パ 球 の 働 きを む しろ 抑制す る可 能性 があ る と思 わ
れ た .
5. 自 己G V H Dの 担 当細胞 は , M H C ク ラス Ⅲ - C LI P複合体
を介 して 自己の リ ン パ 球 を攻撃す る可 能性が示唆 され た. ま た,
自己G Ⅵi Dの 発症 に は, 何 らか の 自 己抗原 を認識す る T細胞 の
･ク ロ ー ン性 増殖が 関与 して い る 可能性 が示唆 さ れ た .
6. CyA に よ る自己 G V HDの 誘導 は, 難治性悪性 リ ン パ 腫患
者の 再発を防ぐうえで有用 な免疫療法 と考えら れ た .
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Abstr act
Autologous grafトVe rSuS-host dis eas e(G V H D), an autOag gr eSSion syndrom e that m ainly affe cts the skin in a way
re s e mbling the skin changesfoundin c ase sofacute G V H D in alloge neic bo ne marrow tran splant re cIPl e ntS, isindu ciblein
re cipie nts ofautologousbo n em a rrow by administra tio nofcyclosporin eA(CyA)fbr a shortperiod follo wingthe tran splant.
How e ver,its inducibility and unde rlying mecha nis ms ha ve n otbe e ns tudied w e11 in the s ettlng Ofpe riphe r al blood stem cell
tr a n spla ntation(P B S C T), Which is n o wthe m ain m odality of a ut ologou she ma topoietic s tem c elltra n spla nts. To a nalyze
facto r s affecting the dev elopm en t ofaut ologous G V H Dand the auto cytoto xic T c ells that m ediate a utologou sGV H D, 17
Patie nts withm align a nt lymphom a w e r etr eat ed with P B SCT follow ed by administra tion of CyA and int erfe ron - γ ･
Autologou sG V H D didnotdevelop ln the first 6patie nts who s ec onditonlng r eglm e n S CO n tain ed n o-tOtalbodyirradiation
(T B I)segm ent s and w e retr an spla nted with un m anipulated periphe r al blood ste mc ell(PB S C)gr afts, although cytotoxic
activitie s agains ta utologouslymphocytes w er edetectable in pe ripher al blo od m onon u clea r c ells(P BM C) obtain ed po st-
tra n spla ntfr om allofthe m ･ In c ontra st, a utOlogou sG V H D de veloped in 2 0f 4patientswho had been tr a n spla nted with
CD34+ stem c ells emiched from theperipheral blo od leukaphere sisproducta s w ellasin 60f 9patie ntscondit on ed with T B I
C Ontal nl ng reglme n･ M a c r opapular erythe m adeveloped ondays1 9to2 7afte rP B SCT in thes epatie nts a nd dis ap peared in 3
to 9 days without treat me nt･ Skin biopsleS COnfirm ed a diagn osis of G V H D in a11patie nts･ Aut ocytoto xic activitie s ofpo st-
transpla nt P B M Cw er edete ctedbetwe e ndays l land 3 8in allcases･ T he speci丘c lysis ofa utologou slymphocyte sbythe
P B MC w as b lo cked by the addition of eithe r anti-hu m a nle uko cyte antige n(H L A)- D R a ntibody o r a nti- m ajo r
hist o c o mpatibility complex (M H C) clas sIIassociated in v a riant chain peptide(C LIP)antibody. To dete r min e whether
antige n- driv e nT- C e11re spons e sa rein voIv ed in the dev elopm en tof a ut ologous G V H D,27s ubfamiliesdenn ed bythe β- Chain
Variable r egio ns(BV)of the T cellre c eptor ofpe riphe r al blo od Tc ells w e re studied using comple m e nt arity dete r mining
regio n3(C D R 3)siz edistri butio n analysis . T he CD R 3siz epatte rn Ofseveral B Vs ubfa miliesthathad be e n nor mal befo re
P BS CT changedto abn o r m alpatte rn S S ug ge Stiv eofclon al o r oligoclon ale xpa n sio n sin alimited n u mbe rof Tc ells･ A m ong
thes eB Vsubfami 1ie s, Clo n alexpa nsions within B V 16
十
T cells w e re shar ed by allthre epatients studied･ It m aybe c o n cluded
that either depleting the regulato ry cells ofthe P B S Cgraftby e nriching the C D 3 4
+
cells, O r abolishing the a uto r egulatory
m e cha nis ms byincluding T B I in pr etr a n spla nt c o nditio n lng regl m e n Sare effectiv ein indu cing a ut ologo us G V H Dafter
P B S C T fbllow ed by CyA administr ation･ Au to cytoto xic a c tivitie s c a nbe det e ct ed fbr ali mited period afte rP B S C T in the
PB MC ofpatie nts tre ated with CyA, rega rdle s softhe de v elopm e n tof a uto G V H D･ T he cytoto xicitie sar e m ediated bythe
H L A- D R- C LI Pco mplex onthe ta rgetc ells･ T he de v elopm e ntofa utologous G V H D is asso ciated with clo n ale xpa n sio nofa
limited n u mbe rofpe ripher al blo od Tc ells thatm ay re cogn l Z eS Om e a utO a ntlgen S･
